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I. ANTECEDENTES

1.1 Antecedentes de la especie Ligusticum porteri Coulter y Rose (Apiaceae)

1.1.1 Aspectos botanicos, quimicos y farmacoldgicos de la especie Ligusticum porteri

Ligusticum porteri Coulter y Rose (Apiaceae), se utiliza sola 0 en combinacioén con otras
plantas medicinales como Croton niveus, Angelica archangelica, Juliana adstringens y Brickellia
cavanillesii, por mencionar algunas (Figura 2), para aliviar dolores de estbmago y para tratar la
tos, insomnio, resfriados, diarrea y otros desdrdenes gastrointestinales. También se ha reportado
Su Uso como agente antiséptico, carminativo, antidiabético y como antidoto contra la mordedura
de alacran (Appelt, 1985; Bye, 1986; Argueta et al., 1994; Galaviz et al.,, 1994,

http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

Esta hierba perenne se encuentra localizada principalmente en el sur de las Montafas
Rocallosas desde el estado de Colorado hasta el sur de Arizona y en el norte de la Sierra Madre
Occidental en los estados de Durango y Chihuahua (Mathias y Constance, 1944; Cronquist et al.,
1997, Figura 3). La especie es conocida por su nombre Tarahumara como “wasia” y
popularmente con los nombres de “chuchupate”, “osha”, “raiz de angélica”, “raiz del cochino”,

“yerba del cochino”, entre otros (Figura 1a) (Linares y Bye, 1987).

Esta especie presenta tallos firmes, caulescentes y ramificados que miden entre 50 y 100
cm de altura. Sus raices son fibrosas, axonomorficas, perennes y presentan pocas raices de tipo
adventicio desde la corona. Las hojas son ovadas, pecioladas y trenado-pinnadas, miden entre 15
y 28 cm de largo y entre 12 y 20 cm de ancho, con lébulos obtusos o agudos y dentados. Sus
inflorescencias en forma de sombrilla son blancas. Sus frutos son esquizocarpicos y oblongos,
entre 5y 8 mm de largo y entre 2 y 4 mm de ancho. Sus semillas son aplanadas dorsalmente en la
seccion transversal y acanaladas bajo los tubos (Mathias y Constance, 1944; Cronquist et al.,
1997; Galaviz et al., 1994) (Figuras 1b y 1c).
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1c
Figura 1. Ligusticum porteri Coulter y Rose (Apiaceae). 1a) ejemplar de herbario; 1b)

planta integra en su habitat natural; 1c) raices secas.
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Figura 2. Ejemplos de algunos productos herbolarios comerciales que contienen L.

N

porteri.

Distribution Map:
Ligusticum porteri

0sha, Chuchupatle, ‘
Porter's Lovage

Figura 3. Distribucion geografica de L. porteri (Tropicos de Missouri Botanical
Garden).
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De acuerdo a la revision bibliografica efectuada durante el curso de la presente
investigacion, la especie L. porteri ha sido objeto de numerosas investigaciones desde el punto de
vista quimico. Los metabolitos aislados y caracterizados en estos estudios incluyen: ftalidas,
terpenoides, compuestos fendlicos y cumarinas (Reza-Gardufio, 1987; Delgado et al., 1988,
1992; Rios et al., 1992; Zschocke et al., 1998; Hernandez-Vazquez, 1999; Hou et al., 2004;
Cégiela-Carlioz et al., 2005).

De estos metabolitos aislados las ftalidas Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) han sido
caracterizadas como los principios activos mayoritarios y responsables de las actividades
neuroprotectoras, relajantes del musculo liso, antibacterianas, antidiabéticas y antisépticas del
extracto integro de la planta (Kuang et al., 2006; Chan, 2007).

Z-ligustilida (1) diligustilida (2)

Desde el punto de vista farmacolégico, la especie ha sido objeto de varias investigaciones.
En el afio 2007, se investigd la inocuidad del extracto integro, mediante la evaluacion de su
toxicidad aguda utilizando el método de Lorke (DLsy 1085 mg/Kg) y genotoxicidad utilizando el
ensayo de Ames (Déciga-Campos et al., 2007).

También se establecid el potencial antinociceptivo en ratones empleando la prueba del
estiramiento abdominal. El efecto fue dependiente de la concentracion y comparable al de la
dipirona (100 mg/Kg) (Déciga-Campos et al., 2005). Posteriormente se comprobd el efecto

modulador de la resistencia multi-farmaco en Staphylococcus aureus de un extracto organico y
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del aceite esencial de la planta, los cuales restauraron la sensibilidad de esta cepa al antobidtico
norfloxacino (Cégiela-Carlioz et al., 2005).

Por ultimo, Zuluaga-Quiceno (2009) evalud el potencial antibacteriano de la especie
contra la bacteria Helicobacter pylori. Los resultados obtenidos indicaron que el extracto
organico evaluado presenta una actividad anti-H. pylori significativa (CMI 31.25 pug/mL). En este
mismo trabajo se demostrd que la diligustilida (2), era uno de los principios activos contra H.
pylori. El valor de CMI reportado fue de 5 ug/mL (Li et al., 2005; Zuluaga-Quiceno, 2009).

1.2 El control de calidad de fitomedicamentos

Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor del 80%
de la poblacién mundial recurre al uso de las plantas medicinales y/o preparados herbolarios
como una alternativa para el cuidado primario de la salud, esto debido a muchos factores entre los
que destacan la falta de acceso a la medicina alopética, aspectos economicos y culturales,
elevados costos de las terapias existentes para el tratamiento de enfermedades de tipo crénico y/o
degenerativas (por ejemplo diabetes, cancer, etc), entre otros.

Por otra parte, no obstante el amplio reconocimiento de los beneficios econdémicos y
médicos de la medicina moderna, tanto en los paises industrializados como en los paises en vias
de desarrollo, grandes sectores de la poblacion dependen de los conocimientos de los curanderos
sobre las plantas medicinales y preparados para aliviar sus enfermedades. De tal forma que la
OMS estima que alrededor de 1,500 millones de seres humanos recurren a las terapias
alternativas, reconociendo asi el valor clinico de las plantas utilizadas. Esta ultima situacion ha
Ilevado al uso indiscriminado, poco racional, asi como un comercio poco controlado y carente de
regulacion por parte de las autoridades sanitarias correspondientes (Bauer, 1998).

En este contexto, debido al creciente interés por el mercado de las plantas medicinales la
OMS realizo un llamado a sus paises miembros, para la realizacion de un inventario de los
recursos herbolarios medicinales, ademas de elaborar documentos técnicos que contengan los
criterios basicos relacionados con el control de calidad de las drogas crudas (pruebas de
identidad, pureza y composicion), descripcién de los usos tradicionales, investigacion
farmacologica y clinica, posologia, contraindicaciones y reacciones adversas potenciales, de las

plantas medicinales ampliamente utilizadas en las practicas médicas alternativas de cada pais
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(WHO, 1999; 2001). Con la finalidad de obtener el reconocimiento de la medicina tradicional
como una parte integral de los sistemas nacionales de atencion de la salud.

A pesar de los esfuerzos de la OMS, la medicina herbolaria ha evolucionado de manera
diferente en las distintas regiones del mundo, siendo la medicina tradicional de la Republica
Popular de China, una de las fuentes mas valiosas y mejor documentadas, con méas de 7,000
especies de plantas medicinales. Otra comunidad digna de mencionar es la Comunidad Europea,
la cual ha dado un enfoque distinto al establecimiento de criterios armonizados para la evaluacion
de las fitomedicinas y con ello apoyar a la investigacion cientifica y contribuir a la aceptacion de
la fitoterapia en el continente europeo. Por otro lado, en los Estados Unidos de Norteamérica
también han avanzado de manera importante en el aseguramiento de la calidad, seguridad y
eficacia de los productos medicinales, al promover mediante una serie de textos cientificos el uso
responsable de estos medicamentos. Finalmente, México pais con una enorme tradicion en el uso
de hierbas con fines curativos, no ha quedado exento de la influencia de todos los cambios
ocurridos en el desarrollo y comercializacion de los fitomedicamentos. Debido al interés del
publico por consumir estos productos cada uno de los paises antes mencionados han publicado
una serie de documentos de caracter oficial (Figura 4) que tratan de resumir los aspectos mas
relevantes de los métodos de analisis para determinar la identidad, pureza, composicion y eficacia
de las drogas crudas y sus preparados fitofarmacéuticos. En general, los parametros utilizados
para asegurar la calidad de las drogas crudas y/o preparados implican pruebas de identidad
(boténica y quimica para el establecimiento de huellas digitales), pruebas de pureza (para
identificar adulterantes y/o contaminantes) y pruebas de composicion (que permitan establecer el
contenido de principios activos y/o compuestos marcadores).

En este contexto, el estudio de los marcadores quimicos en las plantas medicinales, resulta
uno de los aspectos de mayor relevancia para evaluar la calidad de las drogas crudas y preparados
herbolarios, al ser en muchos casos el tnico indicador que permite diferenciar a las drogas crudas
de sus posibles sustitutos (Li et al., 2008). Estos marcadores quimicos se clasifican en ocho
categorias que se enumeran a continuacion:

a) Componentes terapéuticos, son los compuestos responsables de los efectos terapéuticos de

un medicamento herbolario.
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b) Componentes activos, los compuestos individuales que pueden o no presentar los efectos
terapéuticos, sin embargo, en combinacion contribuyen con los componentes terapéuticos en la
actividad farmacologica.

c) Componentes sinérgicos, aquellos que no contribuyen a los efectos terapéuticos o actividad
bioldgica directamente. Sin embargo, actian como coadyuvantes de la actividad modulando los
efectos terapéuticos.

d) Componentes caracteristicos, aquellos compuestos especificos y/o restringidos que pueden
0 no presentar el efecto terapéutico.

e) Componentes mayoritarios, son los compuestos mas abundantes presentes en un producto
herbolario, pueden ser los componentes caracteristicos y presentar alguna actividad bioldgica,
ademas pueden usarse para andlisis cualitativos, cuantitativos, identidad y evaluacion de la
estabilidad.

f) Componentes iniciadores, son los compuestos precursores o productos de una reaccion
quimica o enzimatica. Son utilizados para evaluar la calidad y la estabilidad durante los periodos
de almacenamiento largos.

g) Componentes tdxicos, compuestos responsables de la toxicidad o efectos adversos.

h) Componentes generales, son los componentes comunes y especificos presentes en una

especie particular, género o familia.
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I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Durante siglos, la medicina herbolaria tradicional y sus preparados han desempefiado un
papel muy importante en los distintos sistemas de salud a nivel mundial en paises como China,
Estados Unidos de Norteamérica, México y Europa, como la fuente primaria para el tratamiento
de diversas enfermedades, representando un importante recurso terapéutico. Sin embargo, a pesar
del amplio uso de estas plantas medicinales son pocos los medicamentos herbolarios que han sido
evaluados sistematicamente para comprobar su seguridad, eficacia y calidad. La investigacion
cientifica necesaria para estos estudios es muy compleja, de caracter multidisciplinario, e
involucra los analisis botanicos y etnomédicos, estudios toxicoldgicos, farmacoldgicos y
quimicos, procedimientos de control de calidad y de estandarizacion de las drogas crudas en
funcién de su composicién, como los aspectos mas relevantes.

Con base en las consideraciones anteriores el presente trabajo de investigacion tiene como
objetivo primordial establecer una estrategia metodoldgica que permita la valoracién de los
principios activos y/o marcadores de la droga cruda y preparados fitofarmacéuticos derivados de
la especie medicinal Ligusticum porteri Coulter y Rose (Apiaceae), la cual es ampliamente
utilizada en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de diversos padecimientos entre
los que destacan dolores de estomago, tos, insomnio, resfriados, diarreas y otros desérdenes
gastrointestinales, por mencionar algunos. Se espera que los resultados derivados de esta
investigacion sirvan para integrar parte de la informacion cientifica relacionada con la
composicion de la especie medicinal L. porteri. La especie se seleccion6 debido a que es una de
las especies medicinales mas comercializadas en el norte de México con fines curativos, sola o en
combinacidn con otras drogas crudas y como productos herbolarios acabados.

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos
especificos:

1.- Determinar la composicion del aceite esencial obtenido por hidrodestilacién a partir de la
droga cruda de L. porteri mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (CG-EM).

2.- Validar un método analitico por CLAE para cuantificar de manera simultanea el contenido de
la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2), principios activos mayoritarios responsables de las

propiedades farmacoldgicas de la droga cruda.
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I11. PARTE EXPERIMENTAL

Pruebas de composicion de la droga cruda de Ligusticum porteri

3.1 Material vegetal

Las muestras de corteza de la especie Ligusticum porteri Coulter y Rose (Apiaceae)
utilizadas en el presente estudio, fueron adquiridas comercialmente en abril de 2009 en los
mercados de Sonora (muestra A) y de la Lagunilla (muestra B), en la ciudad de México, asi
como, en los laboratorios Vita Nova (muestra C) y en el expendio del Prof. Alfonso Arambula
(muestra D), localizados en el estado de Chihuahua, México. Por otra parte, las muestras E y F
fueron recolectadas en el municipio de Basigochi, Chihuahua, México en octubre de 2005. La
muestra G fue recolectada en el municipio de Rabbit Ears Pass, Colorado, USA, en noviembre de
2005. La identificacion y clasificacion de la especie estuvo a cargo del Dr. Robert Bye (Instituto
de Biologia, UNAM). Las muestras de herbario [voucher: Bye 31733 (muestra E), Bye 33434
(muestra F) y Jennifer y Shawn Sigstedt 111703 (muestra G)] fueron depositadas en el Herbario
Nacional (MEXU), Instituto de Biologia, UNAM. De manera adicional, se adquirieron tres

preparados herbolarios comerciales elaborados a partir de la droga cruda L. porteri (muestras H-

J).

3.2 Procedimientos generales de analisis

3.2.1 Andlisis cromatograficos

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realiz6 en columnas de vidrio de
diferentes capacidades empacadas con gel de silice (Kieselgel 60 Merck, tamafio de particula
0.063-0.200 mm, malla 70-230 um ASTM).

Los analisis cromatograficos por CCF analitica y de tipo preparativo (CCFP) se realizaron
sobre placas de aluminio y de vidrio, respectivamente, de 0.25 mm de grosor recubiertas con gel
de silice (60 Fas4 Merck, malla 3.5-7.0 um ASTM) de diferentes dimensiones; estos analisis se
realizaron de acuerdo a las técnicas convencionales y empleando diversos sistemas de elucion
(Cseke, 2006), como agente revelador se empled una solucion de sulfato cerico amoniacal. Para

desarrollar el color fue necesario calentar a 110 °C durante un minuto.
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La validacion del método analitico por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE) para cuantificar a la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) presentes en el extracto integro de
L. porteri, se realizd utilizando el mismo método analitico previamente descrito por Zuluaga-
Quiceno (2009), en un cromatografo de liquidos de la marca Waters (Millipore Corp., Waters
Chromatography Division Milford, MA, USA), equipado con un detector de UV Dual 2487. El
control del equipo, la adquisicion de los datos y el procesamiento y manipulacion de la
informacidn se realizaron utilizando el programa Empower version 2.0 (Waters).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se realizé en un
cromatdgrafo marca Agilent 6890N acoplado a un espectrémetro de masas LECO Pegasus 4D.
La columna utilizada fue del tipo 5% fenil-metil silicon HP, con una longitud de 30 m y 0.32 mm
de didmetro. Se empleo helio como gas acarreador con un flujo de 1 mL/min. La temperatura de
la columna se programo de 150 a 300 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La
temperatura del eyector y detector se ajust6 a 275 °C. El voltaje para el registro de los espectros
de masas utilizado fue de 70 eV. Las masas se registraron en un rango de 33 a 800 uma.

3.3 Preparacion del aceite esencial de L. porteri

La preparacion del aceite esencial a partir de 38.9 g del material vegetal seco y molido de
la especie L. porteri se realizd mediante un proceso de hidrodestilacion de acuerdo a las
especificaciones de la Farmacopea Herbolaria de la Estados Unidos Mexicanos (FHEUM, 2001)
y la organizacién mundial de la salud (OMS) (WHO, 1998; Figura 5). Al cabo de este proceso,

se obtuvieron 320 mg de un aceite amarillo.

3.4 Analisis de los componentes del aceite esencial de L. porteri (muestra C)

El anélisis de la composicién del aceite esencial obtenido a partir de la muestra C de L.
porteri, se realizé por CG-EM. La identificacién de los componentes mayoritarios presentes en la
esencia se realizo mediante la comparacion de los espectros de masas generados por los
compuestos con aquellos de la biblioteca del equipo. Finalmente, la cuantificacion de estos
constituyentes se realizé mediante la medicion de las correspondientes areas bajo la curva de

cada pico.

11



PARTE EXPERIMENTAL

Figura 5. Equipo utilizado para la obtencién de
aceites esenciales por hidrodestilacion directa
FHEUM (2001).

3.5 Aislamiento de la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) a partir de la fraccion de hexano
primaria de L. porteri

El aislamiento por CC y CCFP de la Z-ligustilida (1) se realiz6 mediante un analisis
cromatografico sobre gel de silice (1250 g) a partir de la fraccion de hexano F; (Esquema 1)
utilizando como fase movil hexano y mezclas de hexano-CH,Cl, incrementando gradualmente la
polaridad. Este procedimiento generd un conjunto de doce fracciones secundarias, FH,-FHx,. La
resolucion de la fraccion secundaria FHy;, mediante CCFP, utilizando como sistema de elucion
Hex-CHClI; (1:1), permitio el aislamiento de un aceite amarillo identificado como la Z-ligustilida
(1).

De la fraccion primaria FHy (Esquema 1), cristalizaron de manera espontanea 450 mg de
un solido blanco cristalino, con un punto de fusion de 127-129 °C, idéntico en todos sus aspectos
a la diligustilida (2).
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Extracto organico de Ligusticum porteri

Fraccionamiento preliminar via particion
entre hexano, AcOEt y CH,Cl,

F, F, Fy F,

Fraccionamiento secundario CC sobre gel de silice
hexano y mezelas de Hex-CH,Cl,

FHy FHy;, FHyy FHy FHyix
CCF Hex-CH,CI, (1:1) Cristalizacion espontinea
Y \L
Z-ligustilida (1) diligustilida (2)

Esquema 1. Aislamiento de la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) a partir del extracto orgénico de

la corteza de L. porteri.

La presencia de la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) en L. porteri se corrobordé mediante
la co-inyeccion de una muestra de la matriz de trabajo y una solucion estandar de 1 y 2.
Observandose un incremento en el area del pico correspondiente a 1 (tg = 25 min) y 2 (tgr = 37.0

min) (Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma del extracto organico obtenido a partir de la muestra E de L. porteri por
CLAE. Fase movil: gradiente ACN-H,0 (0.5% AcOH) (2:8-1:0), velocidad de flujo: 1.0 mL/min.
Fase estacionaria: columna Hibar® LiChrospher® 100 RP-18; 1 (11280 nm (tg = 25.0 min) y 2
[1260 nm (tg = 37.0 min).

3.6 Determinacion simultanea de la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) en la droga cruda de
L. porteri por CLAE

Los analisis cromatogréficos cuantitativos por CLAE se realizaron en una columna
empacada con gel de silice Hibar® RT LiChrospher® 100 RP-18 (Merck) con un tamafio de
particula de 5 um, de 4.0 mm de diametro interno y 250 mm de longitud, equipada con un guarda
columna compatible (Hibar® LichroCART® 4-4). Como sistema de elucion, se utilizé un
gradiente de ACN-H,0 (0.5% AcOH) [0-5 min: (20:80—53:47); 5-15 min: (53:47—53:47); 15-
30 min: (53:47—70:30); 30-40 min: (70:30—100:0)]. La velocidad del flujo fue de 1.0 mL/min.
La longitud de onda () utilizada para la deteccion de 1 fue de 280 nm, y en el caso de 2 fue de
260 nm, las mediciones se realizaron a temperatura ambiente. Los tiempos de retencion (tg) de 1

y 2 bajo estas condiciones, fueron de 25 min y 37 min, respectivamente.
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3.6.1 Evaluacion de los parametros de calidad del método analitico

3.6.1.1 Preparacion de la matriz de trabajo

El extracto integro (15 mg) de L. porteri preparado via maceracion con una mezcla de
CH,CI,-MeOH (1:1) se disolvio en un mL de una mezcla binaria de CH,Cl,-ACN (2:8). La
solucion resultante se filtr a través de membranas de nylon Acrodisc® 0.45 um y de 13 mm de

didmetro y se inyect6 en el cromatografo de liquidos.

3.6.1.2 Adecuabilidad del sistema

La adecuabilidad del sistema cromatografico se determind mediante el analisis de cinco
réplicas de una solucion de referencia con una concentracion de 0.625 mg/mL. Los resultados
obtenidos bajo estas condiciones experimentales se expresan en términos del coeficiente de
variacion (CV), factor de capacidad (K’), resolucién (R), factor de coleo (T) y nUmero de platos

teoricos (N).

3.6.1.3 Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la Z-ligustilida (1)

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad de 1 se realiz6 mediante una serie de
experimentos modificando las condiciones de almacenamiento del compuesto de referencia. Para
este fin, el compuesto fue almacenado a temperatura ambiente, a -4 y 30 °C. En todos los casos
se analizaron 20 uL de una solucion con una concentracion de 0.4 mg/mL por duplicado, a los
siete dias de almacenamiento. Los resultados se expresan en términos de diferencias absolutas de
la media aritmética de cada condicion de almacenamiento con respecto a la media aritmética del

analisis inicial (Jdi]).

3.6.1.4 Selectividad

La evaluacion de la selectividad del método se realiz6 mediante el registro de los
espectros de UV de tres diferentes muestras, una correspondiente al compuesto 1, la segunda a la
matriz de trabajo y, la Gltima, a la matriz de trabajo enriquecida con 0.65 mg/mL de 1. Esta
ultima se prepar6é mezclando 50 uL de matriz de trabajo y 50 uL de la solucion de referencia de 1
a una concentracion de 1.3 mg/mL. Todas las muestras fueron filtradas a través de membranas de

nylon Acrodisc® de 0.45 um y de 13 mm de didmetro antes de ser inyectadas al cromatdgrafo.
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3.6.1.5 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determind construyendo una curva de calibracion
(concentracion vs absorbancia) de acuerdo al siguiente procedimiento: 2.5 mg de la referencia [Z-
ligustilida (1)] se disolvieron en 1 mL de ACN (2.5 mg/mL). A partir de la solucién anterior, se
prepararon las disoluciones necesarias para que 1 mL de la misma contenga entre 0.0625 y 1.25
mg de la referencia a cuantificar. El area bajo la curva (ABC) correspondiente al pico de la
referencia a cuantificar, se graficé con respecto a la concentracion de la referencia en cada
solucion. El célculo de los parametros estadisticos se realizd mediante un andlisis de regresion
lineal simple. Los parametros obtenidos se compararon con los siguientes criterios: b,= 0; by 0; r

>0.99; r* > 0.98 y IC(B1) no incluye el cero. Las muestras se analizaron por triplicado.

3.6.1.6 Limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC)

La evaluacion de los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se realiz6 mediante
la construccion de una curva de calibracion con una serie de disoluciones a partir de una solucién
estandar con una concentracion de 2.5 mg/mL y cinco muestras blanco. Las diluciones contenian
0.0625, 0.125 y 0.250 mg/mL de la referencia a cuantificar. Se evaluaron tres réplicas por
concentracion y el area bajo la curva del pico (ABC) correspondiente al pico de la referencia de
cada réplica se grafico con respecto a la concentracion de la referencia en cada solucién. Para el
calculo de la ordenada al origen (by), la pendiente de la recta (by), el coeficiente de correlacion (r)
y el coeficiente de determinacion (%), se realizé un analisis de regresion lineal simple. Asi, los
LD y LC fueron determinados de acuerdo a las expresiones matematicas que se indican a

continuacion:

5 33xS,, Lo 108,
b, b,

3.6.1.7 Exactitud

La evaluacion de la exactitud del método se realizo mediante la adicion de tres diferentes
concentraciones de 1 comprendidas en un rango entre 0.3125 y 1.25 mg/mL a la matriz de
trabajo. Se evaluaron tres réplicas por concentracion para asi obtener los valores correspondientes

del ABC. Estos valores se interpolaron en la curva de calibracion desarrollada en el inciso
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3.6.1.5. Los resultados obtenidos fueron analizados para determinar sus parametros estadisticos
(bo=0, b1~ 0, r>0.99, r*>0.98 y CVyx < 3%) mediante un analisis de regresion lineal simple. La
exactitud del método se evalu6 mediante los siguientes pardmetros estadisticos: promedio

aritmético (y ), desviacion estandar (S), coeficiente de variacion (CV) y el intervalo de confianza

para la media poblacional [IC(3;1)] del % de recobro.

3.6.1.8 Precision

La precision del sistema o repetibilidad se establecié mediante el analisis de seis réplicas
de una solucién de referencia, la cual contenia 3 mg/mL de la matriz de trabajo enriquecida con
una solucion de la referencia con una concentracion de 2.5 mg/mL. Por otra parte, la precision del
método o precision intermedia se evalué mediante el andlisis de seis réplicas a dos
concentraciones diferentes de la referencia (0.625 y 1.25 mg/mL) adicionadas a la matriz de
trabajo (3 mg/mL). El andlisis se efectud en dos dias diferentes por dos analistas distintos.

Los resultados obtenidos bajo estas condiciones experimentales se analizaron mediante un
ANADEVA utilizando el estadistico de Fischer (F) y se expresan en términos del coeficiente de
variacion (CV).

3.7 Cuantificacion de la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) presentes en las diferentes
muestras de drogas crudas y preparados herbolarios de L. porteri

Veinticinco miligramos de la muestra a analizar disueltos en 2 mL de ACN se filtraron a
través de membranas de nylon Acrodisc® de 0.45 um y de 13 mm de didmetro. La Z-ligustilida
(1) vy diligustilida (2) presentes en cada muestra se cuantificaron registrando su perfil
cromatografico utilizando las condiciones analiticas indicadas en el inciso 3.6, a partir del area
bajo la curva (ABC) utilizando el software del equipo. En el caso del producto 2 la cantidad en
miligramos de cada muestra se calculé por medio de la interpolacion en la ecuacion de la recta

obtenida a partir de la curva de calibracion previamente disefiada por Zuluaga-Quiceno (2009).

17



RESULTADOS Y DISCUSION

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de contribuir al aseguramiento de la calidad de la droga cruda de la
especie medicinal Ligusticum porteri, ampliamente comercializada en el norte del pais sola o en
combinacidn con otras plantas medicinales para tratar la tos, insomnio, resfriados, diarrea y otros
desordenes gastrointestinales, y como agente antiseptico, carminativo y antidiabético. El presente
trabajo describe las pruebas de composicion conducentes a establecer el contenido de los
componentes mayoritarios y responsables de algunas de las actividades farmacoldgicas
comprobadas de la especie. El analisis de la composicion del extracto organico y de la esencia se
efectud mediante las técnicas de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) vy
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM). La cuantificacion de las
ftalidas mayoritarias presentes en la droga cruda se realizd mediante el desarrollo y la validacién
de un método analitico eficiente y adecuado, que permitio la cuantificacion simultanea de dos de
los principios biodindmicos, la Z-ligustilida (1) y la diligustilida (2). Ambos productos son los
responsables de las actividades neuroprotectoras, relajantes del musculo liso y antibacterianas
atribuidas a la droga cruda (Kuang, 2006; Chang, 2007; Déciga-Campos et al., 2005).

Cabe destacar que la informacion cientifica generada sera de utilidad para promover a
nivel nacional el uso racional de la droga cruda y preparados herbolarios derivados de la especie

y también servira para la integracion de la monografia tipo OMS de L. porteri.

4.1 Andlisis del aceite esencial de L. porteri (muestra C) por CG-EM

El aceite esencial de L. porteri se obtuvo mediante un proceso de hidrodestilacion directa
como un liquido volatil de color amarillo. El andlisis por CG-EM del aceite preparado a partir de
la corteza permitio la identificacion de 17 metabolitos secundarios, que constituyen el 85% del
total de la esencia. La identificacion de los compuestos a-felandreno, camfeno y 6-camfenol se
realizd mediante la co-elucidbn con muestras auténticas adquiridas comercialmente. La
butilidenftalida se identifico por co-elucion con la ftalida obtenida previamente del estudio
quimico del extracto integro. Asi mismo, se realizo la comparacion de los espectros de masas de
los compuestos presentes en la esencia con aquellos de los compuestos de referencia incluidos en
la biblioteca de datos del equipo. Los resultados de este analisis permitieron identificar a la

butilidenftalida, 3-(1'-metilbutiliden)-4,5-dihidroftalida y 6-camfenol como los componentes
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mayoritarios presentes en la esencia de L. porteri (Cuadro 1). En la Figura 7 se muestra el
cromatograma obtenido a partir del anélisis de la muestra C.
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Figura 7. Cromatograma de gases del aceite esencial de L. porteri.

Estos resultados complementan a los reportados por Rios y colaboradores (1992), que
muestran que el analisis por CG-EM de una fraccion de hexano de L. porteri, tiene como
componentes mayoritarios a la butilidenftalida (26.4%) y a los isobmeros estructurales Z y E de la
ligustilida (1) (28.0 y 28.3%, respectivamente). Otros componentes minoritarios presentes en la
muestra analizada son el: a-pineno (1.7%), a-felandreno (2.3%), B-felandreno (2.9%), o-

terpineno (3.0%), limoneno (2.4%) y p-cimeno (3.1%).
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Cuadro 1. Compuestos identificados en el aceite esencial de L. porteri por CG.

tr Compuesto Estructura Ccomposicién (%)/
(seq) Formula molecular
245.25 a-felandreno 2.06/C1oH16
/_\
457.25 acetato de bornilo : 1.33/C12H200,
(,);:‘
0]
496.75 dehidrosabineno QL 3.91/CyoH14
507.95 camfeno T% 1.01/CyoH16
562.95 cedreno 1.18/C15H24
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Cuadro 1. Compuestos identificados en el aceite esencial de L. porteri por CG (continuacion).

tr Compuesto Estructura Composicion (%)/
(seq) Formula molecular
574.35  6-isopropilideno-1-metil-biciclo- 1.31/CyoH16
[3.1.0]-hexano
582.55 6-camfenol 15.73/ C1oH160
HO
595.85 acoradieno ? 3.65/C15H24
604.75 1,1,2-trimetil-3,5-bis(1- 1.82/Cy5H24
metiletenil)-ciclohexano

620.65 aromadendreno 1.12/C15H24
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Cuadro 1. Compuestos identificados en el aceite esencial de L. porteri por CG (continuacion).

tr Compuesto Estructura Composicion (%)/

(seg) Férmula molecular

621.15 ginsenol o 2.20/C15H,60
631.55 1-hidroximetil-2-metil-1- 1.45/CgH1,0
ciclohexeno
OH
635.65 2-(1-ciclopent-1-enil-1- o 1.00/C13H,00
metiletil)-ciclopentanona % 5(
640.55 2,5-diol-1,7,7-trimetil-biciclo- 0.77/C1oH150>
[2.2.1]-heptano HO

751.65 butilidenftalida 24.71/C12H1202

H
OH
(o]
o]
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Cuadro 1. Compuestos identificados en el aceite esencial de L. porteri por CG (continuacion).

tr Compuesto Estructura Composicion (%)/
(seq) Formula molecular
797.05 3-(1'-metilbutiliden)-4,5- 16.47/C13H4150

dihidroftalida

798.75 45,6,7-tetrametil-ftalida 4.87/C15H1405

4.2 Ensayos de composicion para cuantificar a la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2)
presentes en L. porteri por CLAE

Para la valoracion simultanea de la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2), se selecciond el
método analitico por CLAE, previamente desarrollado por Zuluaga-Quiceno (2009). Es
importante destacar que la validacion de un método de anélisis conducente a establecer el
contenido de los principios biodindmicos 1 y 2 presentes en L. porteri resulta fundamental no
solo para asegurar la calidad de la droga cruda, sino también para la elaboracion de preparados
estandarizados considerando la importancia en el mercado de esta planta medicinal.

Una vez seleccionado el método de analisis, se procedi6 a ajustar experimentalmente la
concentracion de la matriz de trabajo para obtener una respuesta analitica (area bajo la curva) del
detector en un rango menor a 0.1 unidades de absorbancia. Enseguida se ajustaron las sefiales
correspondientes a las sustancias de interés 1 y 2 y se identificaron por co-elucion con muestras
de referencia. Los resultados derivados de este analisis permitieron establecer una concentracion
para la solucién de referencia de la matriz de trabajo de 15 mg/mL y para el compuesto 1 de 2.5

mg/mL.

23



RESULTADOS Y DISCUSION

Enseguida, se realizd la evaluacion de la adecuabilidad del método cromatografico siguiendo los
lineamientos establecidos por la FEUM, con la finalidad de establecer si el sistema de medicion
establecido es adecuado y la respuesta analitica detectada es independiente de las condiciones
ambientales, realizando para ello, una serie de inyecciones en el cromatografo de una solucién de
referencia de 1 con una concentracion de 0.625 mg/mL, de acuerdo al protocolo experimental.
Los resultados obtenidos y calculos realizados se resumen en el Cuadro 2 y nos permiten estimar
los siguientes parametros: coeficiente de variacion (CV), factor de capacidad (K"), resolucién (R),
factor de coleo (T) y numero de platos tedricos (N). Estos resultados nos permiten establecer que
la columna evaluada separa de manera adecuada al analito de interés y que la respuesta analitica

observada es apropiada para cuantificar el contenido de 1 (FEUM, 2007).

Cuadro 2. Resultados experimentales obtenidos de la evaluacion de la adecuabilidad del método

cromatografico.

Parédmetro Valor calculado Especificacion
Coeficiente de variacion (CV) 0.6 <2
Media aritmética (y) 18391595
Desviacion estandar (S) 110704.854
Factor de capacidad (K') 6.8125 2 <K' <10
Resolucion (R) 1.6 > 2
Factor de coleo (T) 1.5 <2
Numero de platos tedricos (N) 1111

Finalmente, se desarroll6 el procedimiento de validacion del método analitico para
cuantificar al principio mayoritario 1, y asi poder completar parte de la informacién cientifica
necesaria para establecer la composicién y poder cuantificar de manera simultanea a los
principios biodindmicos 1 y 2 presentes tanto en la droga cruda sola y en combinacion con otras
hierbas en productos herbolarios comerciales. Los parametros de calidad evaluados de acuerdo a

las normas internacionales establecidas por la International Committee of Harmonization (ICH) y

24



RESULTADOS Y DISCUSION

Eurachem incluyen: linealidad del método y sistema, precision, exactitud y especificidad
(ICHQ2R1, 2005 y documentos ahi citados).

4.2.1 Validacién del método

4.2.1.1 Selectividad

La selectividad se evalu6 comparando los espectros de absorcion obtenidos al UV (210-
400 nm) de tres muestras correspondientes al compuesto de referencia 1 (1.3 mg/mL), a la matriz
de trabajo (1.5 mg/mL) y a la matriz de trabajo enriquecida con el compuesto 1 (0.65 mg/mL).
Los resultados obtenidos se ilustran en la Figura 8 y como se puede observar, la adicién de 0.65
mg/mL del analito de interés a una muestra que contenia 3 mg/mL de la matriz de trabajo,
produjo un incremento en la respuesta analitica sin modificar los maximos de absorcién. Estos
resultados nos indican que la respuesta analitica observada se debe Gnicamente a la presencia de
1.

4.2.1.2 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determiné construyendo una curva de calibracién con cinco
diferentes niveles de concentracion en un rango de concentraciones entre 0.0625 a 1.25 mg/mL.
El compuesto utilizado como referencia durante el desarrollo del método analitico fue aislado
previamente de la especie L. porteri y tiene una pureza del 98%, de acuerdo a los analisis
cromatograficos realizados. Los resultados de las curvas de calibracion se resumen en el Tabla 1
y en la Figura 9. El ajuste de los datos se realiz6 mediante un analisis de regresion lineal simple
Los parametros estadisticos calculados para evaluar la linealidad del sistema a partir de este
analisis fueron: pendiente de la recta (b;: 2.8 x 10°), ordenada al origen (b,: 3.4 x 10°),
coeficiente de correlacion (r: 0.996), coeficiente de determinacién (r%: 0.992) e intervalo de
confianza para la pendiente (IC(B1): 2.7 x 10" - 2.8 x 107) con tg75.28= 2.048. Finalmente, para
evaluar si la ecuaciéon obtenida describe adecuadamente la relacién entre las dos variables
(concentracion vs respuesta analitica) se realiz6 un analisis de varianza de la regresion lineal
(ANADEVA). Estos resultados indicaron que el parametro F (estadistico de Fisher), calculado
para la regresion, supera a su valor critico (F (.0s,14= 3609.11), por lo tanto, la variacion en la

respuesta se encuentra explicada por el modelo propuesto. Posteriormente, la prueba de hipotesis
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relativa a los coeficientes de regresion demostraron que la pendiente de la recta de la regresion
obtenida es diferente a cero y la ordenada al origen tiene el valor de 3.4 x 10° (1). En conjunto
estos resultados nos permiten evidenciar que el método analitico es lineal en el rango de

concentraciones ensayadas.
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Figura 8. Espectros de absorcion al UV del extracto orgéanico enriquecido de L. porteri. Detector:
PDA 996. Fase movil: gradiente ACN-H,O (0.5% AcOH); velocidad de flujo: 1.0 mL/min; fase
estacionaria: columna LiChrospher® 100 RP-18.
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Tabla 1. Resultados experimentales de la curva de calibracion de la Z-ligustilida (1) para evaluar

la linealidad del sistema.

Réplica Concentracion (mg/mL) ABC
1 1.25 33827497
2 1.25 32563190
3 1.25 32657311
4 1.25 38295517
5 1.25 34926394
6 1.25 36843676
1 0.5 14193443
2 0.5 12830663
3 0.5 15550020
4 0.5 15043809
5 0.5 14600735
6 0.5 15335809
1 0.25 6953527
2 0.25 7011204
3 0.25 7027065
4 0.25 7115105
5 0.25 7007524
6 0.25 7303818
1 0.125 3692142
2 0.125 3682572
3 0.125 3655579
4 0.125 3901984
5 0.125 3953202
6 0.125 4004015
1 0.0625 2111810
2 0.0625 1948005
3 0.0625 1839701
4 0.0625 1798354
5 0.0625 2069667
6 0.0625 2060604
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Figura 9. Gréfica de la evaluacion de la linealidad del sistema de la Z-ligustilida (1).

4.2.1.3 Linealidad del método y exactitud

Estos pardmetros de calidad se evaluaron utilizando la curva de calibracién construida a
partir de disoluciones de la matriz de trabajo enriquecidas con una muestra de referencia que
contenian tres diferentes niveles de concentracion del compuesto 1. Las cantidades de la
referencia que se adicionaron a la matriz fueron 0.3125, 0.625 y 1.25 mg/mL de 1, que
representan el 50, 100 y 150% del analito, respectivamente (Tabla 2 y Figura 10).

De nueva cuenta, el ajuste de los datos se realiz6 mediante un anélisis de regresion lineal
simple. Los parametros estadisticos calculados para evaluar la linealidad del sistema a partir de
este analisis fueron: by: 1.008; bo: -0.0036; r: 0.999; r’: 0.999; IC(Bo): -0.014 - 0.007; IC(By):
0.995 - 1.021 con tp 97526 = 2.048 y coeficiente de variacion de la regresion CVy,y: 1.3 %.

De estos resultados se infiere que el metodo analitico es lineal. La exactitud del metodo se
determind mediante los porcentajes de recobro indicados en la Tabla 2, estos resultados indican
que el promedio del porcentaje de recobro se encuentra dentro del rango establecido (98-102%) y

el intervalo calculado fue de 98-101%b. Por lo tanto, el método analitico es exacto.
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Tabla 2. Resultados experimentales de la curva de calibracion de la Z-ligustilida (1) para evaluar
la linealidad del método y la exactitud.

Cantidad adicionada ; Cantidad recuperada
Solucién Area (uV*s) % Recobro
(mg/mL) (mg/mL)
1 1.25 35352278 1.2638 101.1
2 1.25 34740859 1.2417 99.3
3 1.25 35489964 1.2688 101.5
4 1.25 35511148 1.2695 101.6
5 1.25 34467195 1.2319 98.5
6 1.25 35058682 1.2532 100.3
1 0.625 18011006.5 0.6379 102.1
2 0.625 17974399.5 0.6365 101.8
3 0.625 17744750 0.6283 100.5
4 0.625 17853214 0.6322 101.1
5 0.625 17643989.5 0.6246 99.9
6 0.625 17674741 0.6257 100.1
1 0.3125 8875502.5 0.3081 98.6
2 0.3125 8840785.5 0.3069 98.2
3 0.3125 8938814.5 0.3104 99.3
4 0.3125 8948908.5 0.3108 99.4
5 0.3125 8832771.5 0.3066 98.1
6 0.3125 8864636.5 0.3077 98.5

4.2.1.4 Precision del método y del sistema

La precision como una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método
analitico bajo condiciones normales de analisis, se evalud a través de la respuesta analitica de seis
soluciones con una concentracion del analito de 0.625 y/o 1.25 mg/mL. Este andlisis se realizo
por duplicado en un solo dia por un solo analista (repetibilidad) y en diferentes dias por dos
analistas diferentes (precision intermedia). De acuerdo a los resultados indicados en la Tabla 3,
los valores de CV calculados para la evaluacion de la repetibilidad y precision intermedia fueron
de 0.7 y 1.2 %, respectivamente (criterios de aceptacion: CV < 1.5% y 2.0%, respectivamente),

con lo que se concluye que el método analitico es preciso.
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Figura 10. Gréafica de la evaluacion de la linealidad del método y exactitud de la Z-ligustilida (1).

Tabla 3. Resultados experimentales para evaluar la precision (repetibilidad/precision intermedia).

Dia 1 Dia 2/analistal  Dia 3/analista 2
Solucion Concentracion Area (uV*sec) Concentracion Area (uV*sec) Area (uV*sec)
(mg/mL) (mg/mL)
1 1.25 37099270.5 0.625 17509324 173395015
2 1.25 36804548.5 0.625 17403368 17426030.5
3 1.25 36647689.5 0.625 17744750 174837435
4 1.25 37024051.5 0.625 17853214 17643989.5
5 1.25 37225346.5 0.625 18042939 17844513.5
6 1.25 37362067.5 0.625 17674741 178100185
Promedio 37027162.3 Promedio 17704722.7 17591299.5
Desv. estandar 264652.3 Desv. estandar 231489.233 208334.316
cv 0.71 cv 194
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4.2.1.5 Limites de deteccion y de cuantificacion

La evaluacién de la concentracion minima de un analito en la muestra que puede ser
detectada (limite de deteccion, LD) y la concentracion minima de analito que puede ser detectada
y cuantificada (limite de cuantificacion, LC) con una precision y exactitud aceptables, se
determiné a partir de una curva de calibracion con tres niveles de concentracion comprendidas
entre un rango de 0.0625 y 0.25 mg/mL. Asi, realizando el andlisis estadistico de los datos y
utilizando las expresiones matematicas indicadas en el inciso 3.6.1.6 de la seccion experimental,

los valores de LD y LC calculados fueron 0.03 y 0.09 mg/mL, respectivamente.

4.2.1.6 Estabilidad

Los estudios de estabilidad realizados en la presente investigacion para establecer la
posible variacion de la concentracion de una muestra con respecto al tiempo y bajo la influencia
de la temperatura y diferentes condiciones de almacenamiento (NOM-073-SSA1-2005), nos
permitieron establecer que con excepcidn de las muestras a temperatura de refrigeracion (-4 °C),
todas las muestras de andlisis a 37 °C y temperatura ambiente, son inestables al presentar
descomposicion o degradacion quimica del analito de interés. Estos resultados se resumen en la
Tabla 4 y son expresados como la diferencia absoluta de la media aritmética de cada condicién
de almacenaje, respecto de la media aritmética del analisis inicial (|d;|). Una muestra se considera

estable cuando el valor de |dj| < 2%.

Tabla 4. Resultados de la evaluacion de estabilidad representados por |di| (%).

|di|/(%)
7 dias
Z-ligustilida (1) -4°C 37°C Temperatura Ambiente
1.2/19.6 3.1/88.9 11.9/82.4

4.2.2 Cuantificacion de los compuestos mayoritarios 1 y 2 presentes en los extractos
orgénicos de L. porteri

Una vez validado el método analitico se procedio a cuantificar de manera simultanea el
contenido de Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) en siete extractos de L. porteri (muestras A-G) y
en tres preparados herbolarios comerciales designados con las claves Lp;-Lps (muestras H-J).
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Para cuantificar el analito 2 en cada una de las muestras se utilizd la misma ecuacion de la recta
previamente reportada por Zuluaga-Quiceno (2009) y que se indica a continuaciéon: y = 6.8 x
10'x + 4.7 x 10°

Los resultados de este andlisis se resumen en la Tabla 5. Como se desprende de estos
resultados, con excepcion de la muestra H, en todas las muestras analizadas se encuentra presente
la Z-ligustilida (1) como el componente mayoritario, encontrandose que las muestras A-E son las
que contienen la mayor cantidad del compuesto marcador. En todos los casos la concentracion
del compuesto 2 es mucho menor. Asi, con base en estos resultados podemos concluir que existe
una gran variabilidad en el contenido de ambos compuestos marcadores en cada una de las
muestras de L. porteri analizadas.

Cabe destacar que la presencia del analito 1 como componente mayoritario se debe a la
mayor estabilidad de este metabolito con respecto al dimero analizado, el cual se puede romper

facilmente para generar a los mondmeros correspondientes.

Tabla 5. Cuantificacion de la Z-ligustilida (1) y diligustilida (2) en diferentes muestras de droga
cruda y preparados comerciales.

Muestra 1 (mg/100g) 2 (mg/100g)
A Mercado de Sonora 2.30 0.25
B Mercado de la Lagunilla 2.49 1.04
C Lab. Vita Nova 2.54 0.35
D Prof. Alfonso Arambula 2.03 0.32
E Basigochi, Chihuahua 2.26 0.26
F Basigochi, Chihuahua 1.91 0.31
G Colorado, EE.UU 0.52 0.04
H Lp; capsulas No presente No presente
I Lp, cépsulas 0.16 0.047
J Lps Linimento 0.91 0.02
K Infusion muestra F 0.47 0.02
L Infusion muestra G 0.072 No presente
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V. CONCLUSIONES

a) El presente trabajo de investigacion constituye una aportacion original al
aseguramiento de la calidad de las drogas crudas y remedios herbolarios de amplio uso en la
medicina tradicional de México, y en particular a la composicion de la especie Ligusticum
porteri.

b) El analisis del aceite esencial obtenido por hidrodestilacion, a partir de la corteza de la
planta, mediante la aplicaciébn de la técnica de cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas, permitio identificar a la butilidenftadlida (24.71%) y 3-(1-
metilbutiliden)-4,5-dihidroftalida (16.47%), compuestos con propiedades antibacterianas
demostradas, como los constituyentes mayoritarios. Otros componentes caracterizados en la
esencia son la 4,5,6,7-tetrametil-ftalida (4.87%), el camfeno (1.01%) y el 6-camfenol (15.73%).

c) La validacion del método analitico desarrollado por CLAE para cuantificar de manera
simultanea el contenido de los componentes mayoritarios y responsables de algunas actividades
farmacoldgicas Z-ligustilida (1) y diligustilida (2), del extracto organico de L. porteri, fue
selectivo, lineal, exacto y preciso en el rango de concentraciones evaluadas. Por otra parte, el
desarrollo de este método analitico serd de utilidad para el desarrollo de las pruebas de
composicion tanto de la droga cruda como de los preparados herbolarios fabricados con la planta.

d) La cuantificacion de los principios activos 1y 2, a partir de las diferentes muestras y
preparados herbolarios analizados, permitié evidenciar al compuesto 1 como el componente
mayoritario, asi como la ausencia de uno o ambos, en algunos preparados comerciales y/o droga
cruda; dicha variabilidad puede deberse a factores ambientales como son el tiempo y sitio de
recolecta, asi como a los procesos de secado de la droga cruda.

e) Finalmente, la informacion cientifica generada a través de la presente investigacion
aporta parte del conocimiento requerido para integrar una monografia tipo OMS y contribuir al

uso racional de la especie L. porteri.
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